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 fedeltà e gratitudine, allora gli animali sono 
migliori di tanti esseri umani.” 
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RIASSUNTO/ABSTRACT 
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L’epatite E è una patologia virale a trasmissione oro-fecale il cui agente eziologico Hepatitis E 
virus (HEV) è un virus appartenente al genere Hepevirus della famiglia Hepeviridae. Il virione è 
privo di envelope ed il genoma è costituito da RNA a singolo filamento con polarità positiva. 
Finora sono stati riconosciuti quattro principali genotipi; i genotipi 1 e 2, esclusivamente 
umani, sono stati riconosciuti come agenti eziologici dei focolai epidemici trasmessi a seguito 
dell’utilizzo e consumo di acque contaminate nei Paesi in via di sviluppo, mentre  i genotipi 3 e 
4, sono agenti zoonosici in grado di infettare l’uomo, il suino ed altre specie animali. Tecniche 
molecolari per l'identificazione del genoma virale hanno contribuito ad aumentare il tasso di 
rilevamento di HEV in suini, ma a tutt’oggi, la breve durata della viremia e la scarsa resistenza 
del virus nelle feci rappresentano un importante limite per la diagnosi diretta dell’infezione. La  
sierologia al contrario può costituire un buon modello diagnostico ed epidemiologico dal 
momento che anticorpi anti-HEV specifici sono rilevabili anche a distanza di anni 
dall’esposizione al virus. Nel presente studio, la glicoproteina capsidica ORF-2 di HEV 
appartenente al genotipo 3 di suino, precedentemente clonata in un sistema di baculovirus 
ricombinante, è stata espressa in cellule di insetto, purificata e successivamente testata per la 
messa  a punto di una metodica ELISA indiretta per la titolazione anticorpale su sieri di suino. 
Lo scopo di questa tesi è stato di standardizzare sia le metodiche per la purificazione della 
proteina che quelle relative al suo utilizzo come antigene in test ELISA indiretti usando sieri 
suini. I risultati ottenuti hanno confermato le potenzialità dell'antigene purificato per la messa 
a punto di un test ELISA efficace e applicabile nel controllo degli allevamenti e per il 
monitoraggio epidemiologico delle specie domestiche e selvatiche.   
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Hepatitis E is a viral infectious disease mainly transmitted by oro-fecal route. The causative 
agent, Hepatitis E virus (HEV), is a non-enveloped, single-stranded, positive-sense RNA virus 
classified in the family Hepeviridae, genus Hepevirus and it consists of four major genotypes. 
Genotypes 1 and 2, restricted to humans, are responsible for the onset of large outbreaks and 
epidemics in developing countries through the use and consumption of contaminated water, 
whereas genotypes 3 and 4, which infect either humans, pigs or other animal species, are 
responsible for sporadic cases of hepatitis E in both developing and industrialized countries. 
Molecular techniques for the identification of the viral genome have enhanced the detection 
rate of HEV in pigs, but to date, the short duration of viremia and the poor resistance of the 
virus in feces are an important limitation for the direct detection of the infection. On the 
contrary, serology may constitute a good diagnostic and epidemiological model since anti-HEV 
specific antibodies persist for years after the infection. In this study a recombinant baculovirus 
previously generated, encoding for HEV  capsid protein ORF-2 belonging to genotype 3 isolated 
from swine, has been expressed in insect cells, purified and used as antigen in indirect ELISA 
tests. The aim of this thesis was to standardize the procedures for the protein purification and  
for its use as antigen for the setting of an indirect ELISA test for the detection of anti-HEV 
antibodies in swine sera. The results confirmed the potentialities of the  purified protein in the 
development of an ELISA applicable and effective in the control of the farms and for the 
Epidemiological Monitoring of domestic and wild species.
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PARTE GENERALE 
 
CAPITOLO 1: EZIOLOGIA 
 
1.1 CENNI STORICI 
L’Epatite E, è una patologia trasmissibile a diffusione oro-fecale 
precedentemente conosciuta come epatite enterica non A, non B e non C , 
con aspetti clinici ed anatomo-patologici spesso sovrapponibili a quelli 
delle altre epatiti virali. L’agente eziologico dell’Epatite E, (Hepatitis E virus 
- HEV) identificato per la prima volta nei primi anni ’80 (Kane et al., 1984), 
è un virus a RNA a diffusione cosmopolita attualmente classificato nella 
famiglia Hepeviridae.  Dopo il virus dell'epatite A, questo virus è quello più 
frequentemente riscontrato in corso di epatiti acute in diversi paesi in via 
di sviluppo del Sud-Est asiatico e Asia Centrale, Medio Oriente, Africa e 
America Latina. (Kumar et al., 2013). In queste aree a seguito di 
inquinamento delle fonti di approvvigionamento idrico e di alimenti, HEV 
può causare l’insorgenza di forme epidemiche (Purcell & Emerson 2008; 
Wibawa et al., 2004; Aggarwal 2011). A partire dal primo isolamento 
occorso nel 1997 negli anni si sono susseguiti numerosi studi di 
identificazione di stipiti di HEV di origine suina in diverse aree geografiche 
su scala mondiale (Banks et al., 2004; Preiss et al., 2006; Zheng et al., 
2006; Caprioli et al., 2007; Dalton et al., 2007; Seminati et al., 2008; Di 
Bartolo et al., 2011). Le analisi molecolari condotte in associazione a studi 
d’infezione sperimentale hanno confermato una stretta correlazione 
genetica tra ceppi umani e ceppi suini circolanti nella stessa regione 
geografica e la possibilità di trasmissione crociata di ceppi suini all’uomo e 
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di ceppi umani a primati (Meng et al., 1998; Williams et al., 2001; 
Matsuura et al., 2007). Inoltre studi siero epidemiologici hanno riportato 
prevalenza di anticorpi anti-HEV in soggetti professionalmente esposti al 
contatto con suini (Van der Poel et al., 2001; Drobeniuc et al., 2001; 
Withers et al., 2002). La conferma del potenziale zoonotico di HEV  è 
arrivata dal Giappone nel 2003, a seguito  di  alcuni casi di epatite E 
associati all’ingestione di carne o organi crudi di suino, cinghiale e cervo 
(Tei et al., 2003; Yazaki et al., 2003; Tamada et al., 2004). Più 
recentemente, uno studio condotto in Francia  ha confermato che 13 casi 
umani di epatite E sono stati attribuiti al consumo di salsicce di fegato di 
maiale crude (Colson et al., 2010). Come sottolineato anche in un report 
EFSA del 2011 (http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/2190.pdf.), 
l’epatite E è considerata una zoonosi  e suini domestici e selvatici  e  cervo 
sono considerati i principali serbatoi del virus (Meng, 2003; Meng, 2010). 
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1.2 STRUTTURA DEL VIRUS E ORGANIZZAZIONE GENOMICA 
HEV è un virus sferico  con un diametro di circa 27-34 nm a simmetria 
icosaedrica,  privo di envelope. Il capside virale è formato dalla proteina 
maggiore  (72 kDa), e da una piccola proteina (1,5 kDa), la cui funzione è 
tuttora sconosciuta (Fauquet et al., 2005) (Figura 1.1). 
 
 
Figura 1.1: struttura tridimensionale di HEV (immagine tratta  da 
http://www.virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php?virus=hev) 
 
Il genoma è costituito da una molecola di RNA a singolo filamento di circa 
7,2 Kb, con polarità positiva. La regione codificante è preceduta da una 
corta regione non codificante (UTR untranslated region) di circa 25 
nucleotidi, ed è seguita da una seconda UTR più lunga (65-74 nucleotidi) e 
da una estremità poly-(A) di 150-200 adenosine (Okamoto, 2007). La 
regione codificante è costituita da tre Open Reading Frames (ORFs), 
denominate ORF1, ORF2 e ORF3, parzialmente sovrapposte (Wang et al., 
2002) (Figura 1.2). ORF-1 (5,1kb) codifica per una poliproteina non 
strutturale di circa 1690 amminoacidi (aa) che è coinvolta nella 
replicazione del genoma virale e nella traduzione delle proteine virali e 
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nell’assemblaggio dei nuovi virioni; in particolare il dominio funzionale 
della poliproteina include alcune proteine non strutturali (NSP): una 
metiltransferasi (M), una cisteina proteasi papaina simile (P), una elicasi 
(E), una RNA polimerasi RNA dipendente (R pol) e due domini (X,Y) a 
funzione sconosciuta (Koonin EV, 1992; Ropp SL, 2000).   La regione ORF2 
(2 kb), si localizza invece  all’estremità 3’ del genoma virale e codifica per la 
proteina strutturale del capside, una glicoproteina con un peso molecolare 
di 72 kDa.  
 
Figura 1.2: Rappresentazione grafica del genoma virale: distribuzione dei geni   
principali. M: metiltransferasi; Y: dominio y; P: cistein proteinasi; X: dominio x; E: 
elicasi; R pol: RNA polimerasi  RNA dipendente. Immagine adattata da Kumar et al., 
2013.  
 
La proteina presenta una regione ricca di arginina e lisina all’estremità N-
terminale e una regione C-terminale  più variabile e  considerata il dominio 
sporgente della proteina del capside (Li et al., 2009); si crede infatti che il 
contatto iniziale con le cellule ospiti per l’infezione virale sia mediato da 
queste protuberanze (Yamada et al., 2009). Inizialmente sintetizzata come 
precursore, la proteina capsidica viene successivamente clivata, glicosilata 
in tre siti e utilizzata per l’assemblaggio del  capside virale costituito da 
subunità contenenti 30 omodimeri di pORF2 (Yamada et al., 2009). pORF2 
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contiene epitopi immunogenici ed è responsabile della risposta 
anticorpale (Zhu et al., 2010; Zhao et al., 2013). Gli attuali vaccini in 
sperimentazione contro l'epatite E  sono costituiti da proteine 
ricombinanti che si assemblano a formare  virus like particles (VLPs) 
ottenute a partire  dall’intera sequenza o da porzioni  della regione ORF2 
codificante per le proteine del capside virale (Aggarwal & Krawczynski, 
2000; Wang et al., 2004; Pichlmair et al., 2006;  Amini-Bayil-Olyaee et al., 
2009;  Zhu et al.,2010).  La regione ORF-3 parzialmente sovrapposta a ORF-
2, codifica per una piccola proteina fosforilata (pORF3) di funzione ancora 
non chiarita.  
 
1.3 RESISTENZA AGLI AGENTI FISICO-CHIMICI 
Il virus è notevolmente resistente  alle variazioni di pH e questo ne 
permette una buona sopravvivenza durante il suo passaggio nel tratto 
gastrointestinale  (Panda et al., 2007).  Studi sulla resistenza al calore  
hanno evidenziato un’inattivazione del virus a temperature superiori a 60-
70°C (Emerson et al., 2005; Feagins et al., 2008). Carni contaminate poco 
cotte  possono costituire perciò una fonte di contagio  non trascurabile 
(Zuber et al., 2013). Il virus  può essere inattivato in presenza di elevate 
concentrazioni saline (Purcell & Emerson, 2001) e dopo cicli ripetuti di 
congelamento-scongelamento mentre resiste in ghiaccio secco  e in azoto 
liquido. Per quanto riportato dall’Organizzazione Mondiale della Sanità 
(OMS) i virioni restano inalterati in presenza di trifluorotricloroetano 
(Emerson et al., 2004) mentre  clorazione delle acque e trattamenti in 
autoclave  possono essere utilizzati  nella  sanificazione delle matrici 
alimentari  potenzialmente contaminate  (http://www.who.int/csr/Disease 
/hepatitis/whocdscsredc200112/en/index2.html).  
12 
 
1.4 CICLO REPLICATIVO  
Il meccanismo di replicazione  di HEV  non è  del tutto  chiarito in quanto il 
virus non cresce su colture cellulari (Emerson et al., 2004; Tanaka et al., 
2007). Negli ultimi anni, studi di transfezione su diverse linee cellulari con 
plasmidi contenenti l’intero genoma di HEV hanno reso possibile 
l’espressione dei vari trascritti, lo studio delle loro funzioni e la produzione 
di particelle virali infettanti (Panda et al., 2000). In vivo il virus ha un 
elevato tropismo per gli epatociti, ma può replicare anche nei linfonodi 
regionali,  milza,  piccolo intestino,  colon e  monociti circolanti (De Deus et 
al., 2007; Leblanc et al., 2010;  Williams et al., 2001). Secondo quanto 
proposto da Ahmad et al., 2011 e  Cao & Meng  2012, il ciclo virale  inizia  
con l’adesione da parte di proteine capsidiche ad alcuni recettori proteici 
disposti sulla membrana cellulare (HSC70 heat shock cognate protein e 
HSPGs Heparin Sulfate Proteoglican) cui seguirebbe l’endocitosi e il 
trasporto  all’interno della cellula ospite mediati dall’interazione con altre 
proteine  e chaperoni endocellulari (HSP90  e Grp78) (Figura 1.3).  
 
                      Figura 1.3: ciclo replicativo ed esocitosi (tratto Da Cao & Meng 2012) 
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All’interno del citoplasma l’RNA virale, privato del capside,  viene tradotto  
producendo le proteine non strutturali di cui al Par. 1.2. Fra queste, l’RNA 
polimerasi RNA dipendente (RpRd) è implicata nella sintesi di intermedi 
replicativi a polarità negativa a partire dalla catena genomica positiva. Così 
come avviene per gli Alphavirus, gli intermedi “stampo” sono utilizzati per 
la sintesi di copie di RNA genomico e subgenomico successivamente 
tradotte in proteine strutturali del capside per l’assemblaggio finale (Panda 
et al., 2007). I nuovi virioni assemblati a livello del reticolo endoplasmatico 
e dell’apparato del Golgi sono trasportati fino alla membrana cellulare e 
rilasciati nello spazio intercellulare con un meccanismo non ancora chiarito 
attraverso il concorso delle proteine codificate da ORF3 che 
sembrerebbero svolgere un’azione facilitatrice nella fase di esocitosi 
(Ahmad et al, 2011). 
 
1.5 TASSONOMIA  E  CLASSIFICAZIONE  
HEV ha subito negli anni numerosi ricollocamenti tassonomici. La prima 
classificazione risale al 1983 ad opera di Balayan e colleghi che in base alla 
morfologia delle particelle virali  proposero di inserire  il virus nella 
famiglia Picornaviridae (Balayan et al., 1983).  Successivamente il virus fu 
inserito nella famiglia Caliciviridae (Tam et al., 1991; Cubitt et al., 1995). 
Anche questa classificazione è stata abbandonata a causa delle differenze 
riscontrate a livello delle regioni genomiche codificanti per proteine virali 
non strutturali (elicasi, polimerasi) e alla presenza a livello dell’estremità 5’ 
di un cap e non della VPg tipica dei Calicivirus (Berke & Matson, 2000); è 
stata quindi proposta e definita la classificazione del virus in una nuova 
famiglia  Hepeviridae  e nel genere Hepevirus di cui HEV costituisce l’unico 
membro (Berke & Matson, 2000; Fauquet et al., 2005).  
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I diversi ceppi di HEV sono classificati sulla base delle omologie della 
sequenza nucleotidica, in particolare nella regione ORF2. Nel corso degli 
anni sono stati isolati numerosi stipiti virali. L’ analisi delle sequenze 
nucleotidiche delle regioni strutturali e non strutturali, ha permesso il 
riconoscimento di 4 genotipi maggiori  (Lu et al., 2006; Chandra et al., 
2008)  (Figura 1.4). 
 
 
Figura 1.4: Analisi filogenetica delle distanze dei genotipi HEV isolati a livello                 
mondiale (tratto da Chandra et al., 2008). 
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1.6 GENOTIPI VIRALI : CEPPI E SOTTOTIPI 
Gli stipiti virali compresi nei genotipi  1 e 2 sono esclusivamente stipiti di 
origine umana e vengono trasmessi prevalentemente attraverso acqua 
contaminata nei paesi in via di sviluppo; HEV 1 è presente principalmente 
in Asia, HEV 2 in Africa e in Messico (Kamar et al., 2012) (Figura 1.5).  
Figura 1.5: Distribuzione geografica dei genotipi di HEV a livello mondiale (immagine 
tratta da Purcell & Emerson 2008) 
 
I genotipi 3 e 4 riconoscono invece uno spettro più ampio essendo in 
grado di infettare sia gli esseri umani che varie specie di mammiferi 
domestici e selvatici (Meng et al., 1997; Okamoto, 2007; Panda et al., 
2007; Zhao  et al., 2009; Johne et al., 2012). Entrambi i genotipi sono stati 
messi in correlazione con casi sporadici di epatite E autoctona sia nei paesi 
in via di sviluppo che industrializzati; per entrambi è stato  confermato il 
potenziale zoonotico (Aggarwal & Krawczynski, 2000; Emerson et al., 2004; 
Wang et al., 2004; Lu et al., 2006) e la possibilità di cross-infezione 
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interspecie (Meng, 2010). In particolare, per quanto riguarda la diffusione 
a livello mondiale, HEV-3 presenta distribuzione cosmopolita con maggior 
prevalenza negli USA ed Europa, mentre HEV-4 comprende ceppi  umani e 
ceppi di origine animale isolati soprattutto in Asia (Meng, 2011) (Fig. 1.5). 
In funzione delle variazioni riscontrate nella porzione terminale della 
regione ORF-2 i quattro  genotipi sono stati suddivisi ulteriormente in 
sottotipi: Il genotipo 1 è classificato in cinque sottotipi (1a, 1b, 1c, 1d, 1e) 
ed il genotipo 2 in due sottotipi, (2a e 2b) mentre i genotipi 3 e 4 
caratterizzati entrambi da un elevato tasso di variabilità sono attualmente 
suddivisi in dieci, (3a, 3b, 3C, 3d, 3e, 3f, 3G, 3h, 3i e 3j) e sette sottotipi 
rispettivamente (4a, 4b, 4C, 4D, 4e, 4f e 4G) (Lu et al., 2006). 
Recentemente sono stati identificati ceppi di HEV geneticamente distanti 
dai precedenti nei ratti, nei furetti nel cinghiale nel pipistrello e nella trota 
(Takahashi et al., 2011; Batts et al., 2011; Johne et al., 2012; Raj et al., 
2012; Drexler et al., 2012) questa evidenza suggerisce la necessità di 
revisionare la classificazione della famiglia Hepeviridae. Una delle revisioni 
proposte implicherebbe l'introduzione di nuovi generi, il primo 
comprenderebbe i genotipi di HEV che infettano l'uomo e gli  animali più 
vicini all’uomo dal punto di vista filogenetico, mentre gli altri 
includerebbero i virus che riconoscono come ospiti  primari chirotteri, 
roditori e  uccelli (Drexler et al., 2012).   
L’identità nucleotidica di HEV aviare con i ceppi umani e suini è soltanto 
del 48-60% anche se  presentano  diversi epitopi comuni. Ad oggi non è 
chiaro se questo virus  rappresenti un nuovo genotipo di HEV o  sia un 
parente lontano degli stipiti di origine umana e suina (Zhao et al., 2010; 
Cao & Meng,  2012). Per il genotipo 3 è stata osservata una stretta 
correlazione genetica tra ceppi umani ed animali circolanti nella stessa 
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area geografica. Tale dato è stato messo in evidenza già nel 1997 a seguito 
dell’ isolamento da suino di un ceppo  di HEV che presentava un elevato 
grado d’identità con ceppi isolati da pazienti affetti da epatite E;  
dall’analisi molecolare è emerso il 92% di identità nucleotidica con due 
ceppi umani autoctoni del genotipo 3 di HEV (US-1 e US-2) identificati 
nello stesso periodo facendo pensare che  il  suino poteva essere  una 
fonte di contagio per l'uomo (Meng et al., 1997). Lo stesso genotipo negli 
anni è stato associato a casi sporadici occorsi in Nord America, Europa, 
Giappone e Nuova Zelanda (Tsang et al., 2000, Mansuy et al., 2004, Dalton 
et al., 2007). Il genotipo 4, anch’esso trasmissibile per via zoonotica,  
originario e endemico in numerosi paesi Asiatici, è il genotipo 
maggiormente isolato dal suino e implicato nella comparsa di casi 
sporadici di epatite E nell’uomo (Wang et al., 2012). Recentemente, lo 
stesso genotipo è stato oggetto di una notevole espansione anche in 
Europa, dove costituisce un problema di saluta pubblica, per la quale non 
è stata chiarita l’origine. Le ipotesi più accreditate della diffusione  del 
genotipo 4 in Europa ne associano la comparsa all’importazione di suini 
infetti o all’importazione di prodotti carnei di origine asiatica (Hakze-Van 
der Honing et al., 2011, Garbuglia et al., 2011, Colson et al., 2012). 
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 CAPITOLO 2:  EPIDEMIOLOGIA 
 
2.1 ASPETTI GENERALI 
 L’andamento epidemico può presentarsi con modalità diverse, come 
singolo focolaio della durata di alcune settimane, oppure con forme 
epidemiche multicentriche che possono protrarsi per molti mesi, in questo 
caso i focolai  sono alimentati dalla continua contaminazione fecale del 
virus in fonti d’acqua comuni (Guthmann et al., 2006; Purcell & Emerson, 
2008). In corso di epidemia la malattia, che nelle forme sporadiche si 
presenta con sintomatologia clinica di moderata intensità e decorso 
favorevole, può far registrare elevati tassi di morbilità e mortalità 
soprattutto per alcune fasce di popolazione maggiormente sensibili ed in 
particolare per le donne in gravidanza (Aggarwal & Jameel, 2011). Negli 
ultimi decenni anche nei paesi industrializzati considerati originariamente 
non endemici e nei quali l’epatite E si verificava per lo più in conseguenza 
di viaggi nei paesi a rischio sono stati osservati un numero crescente di casi 
autoctoni d’infezione da genotipo 3 e 4  (Piper et al., 2000; Slot et al., 
2013;  Hogema et al., 2014, Dalton et al., 2014) e l’aumento della siero 
prevalenza anti HEV in individui sani e mai stati in paesi endemici per il 
virus (Aggarwal & Jameel 2011; Verhoef et al., 2012). A tal proposito sono 
stati effettuati numerosi studi sull’epidemiologia sia nell’uomo che negli 
animali, sui serbatoi animali, sulla patogenesi, sulla struttura e biologia 
molecolare di HEV. L’isolamento del genoma di HEV in suini (Meng et al., 
1997), polli (Haqshenas et al., 2001), conigli (Zhao et al., 2009), cervi 
(Takahashi et al., 2004) e manguste (Nakamura et al., 2006) e il 
rilevamento di anticorpi specifici anti-HEV in altre specie animali (topi cani, 
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vacche, pecore, capre, scimmie, cavie, suini, cinghiali, cervi, gatti, cavalli, 
uccelli, bufali) portano a ritenere che lo spettro d’ospite e la complessità di 
HEV non siano ancora stati completamente definiti (Meng, 2010). Un 
ceppo di HEV nel suino denominato (swine-HEV) è stato identificato per la 
prima volta negli Stati Uniti e dagli studi molecolari condotti è emersa una 
forte similarità con i ceppi isolati nell’umano, in particolare il 79-80% 
d’identità a livello nucleotidico del gene ORF-2 e il 90-92% a livello 
amminoacidico della maggiore proteina capsidica (Meng et al., 1997). 
 
2.2 ASPETTI EPIDEMIOLOGICI  NEL SUINO E IN UNGULATI SELVATICI 
Dal momento che nel suino la persistenza dell’ immunità materna dura  
circa 2 mesi, è più probabile il verificarsi dell’infezione a circa 2-3 mesi di 
età (Nakai et al., 2006). Titoli anticorpali IgM anti-HEV possono essere 
rilevati nei suinetti  a  partire da 13 settimane di età  mentre le maggiori 
prevalenze IgG sono state riscontrate  in scrofe e verri da riproduzione 
rispetto ai maiali in fase di finissaggio ed ai suinetti (Di Bartolo et al., 2011; 
Zhang et al., 2011). A conferma di ciò suini di età inferiore ai 2 mesi di 
solito risultano sieronegativi o positivi a bassa prevalenza; la maggior 
prevalenza d’infezione è osservata in animali giovani, di età compresa tra i 
2-4 mesi con tassi di sieropositività che spesso superano l’80%. 
Successivamente è stato osservato un decremento progressivo della 
positività e indici significativamente più bassi sono stati evidenziati intorno 
ai 6-8 mesi di vita (età di macellazione per la maggior parte dei paesi 
europei).   
Per la specie Sus scrofa oltre al suino domestico sono stati condotti studi 
volti a valutare la presenza di RNA virale o di anticorpi specifici anche nei 
cinghiali o nei maiali selvatici in Australia (Chandler et al., 1999), Giappone 
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(Takahashi et al., 2004; Masuda et al., 2005; Nishizawa et al., 2005), 
Francia (Carpentier et al., 2012), Germania (Schielke et al., 2009), Spagna 
(de Deus et al., 2008; Boadella et al., 2012), Svezia (Widén et al., 2011), 
Paesi Bassi (Rutjes et al., 2010) e Italia (Martelli et al., 2008). Le differenze 
riscontrate tra le diverse popolazioni all’interno dei paesi analizzati sia in 
termini di prevalenza che di severità dell’infezione virale potrebbero 
essere legate ad una diversa infettività dei ceppi di HEV coinvolti od anche 
alle differenze biologiche ed ecologiche delle popolazioni di cinghiale 
prese in considerazione (genetica degli animali, densità della popolazione, 
caratteristiche ambientali). Al contrario non sono state riscontrate 
differenze significative nella prevalenza virale correlabili con sistemi di 
allevamento specifici (intensivo, semi-intensivo o estensivo) (de Deus et 
al., 2008; Martelli et al., 2008). Da un punto di vista immunologico animali 
sierologicamente  positivi sono stati individuati in ogni classe di età a 
partire dai 4 mesi (Martelli et al., 2008) e al contrario di quanto messo in 
evidenza nel suino, la presenza di RNA virale è stata rilevata anche in 
cinghiali adulti di circa 2 anni di età (Meng et al., 1998). Queste differenze 
potrebbero suggerire che l’infezione nel cinghiale tende a cronicizzare a 
causa di fenomeni di re-infezione favoriti dall’istaurarsi di un’immunità 
incompleta o di breve durata e solo parzialmente protettiva (Martelli et al., 
2008). La via di trasmissione maggiormente accreditata per le specie 
selvatiche è la via oro-fecale e pertanto la  densità di popolazione assume 
un’importanza primaria nella diffusione e nella persistenza dell’infezione 
in una data area geografica (Rutjes et al., 2010). La maggior parte dei ceppi 
di HEV isolati dal cinghiale appartengono al genotipo 3 (Meng, 2010). 
Tuttavia, recenti studi condotti in Giappone hanno segnalato la presenza di 
nuove sequenze HEV appartenenti al genotipo 3 (Sato et al., 2011) e a un 
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nuovo genotipo di HEV riconosciuto nei cinghiali (Takahashi et al., 2011). 
Per quanto riguarda gli ungulati i primi studi sono stati compiuti in 
Giappone in cui sono stati individuati anticorpi anti-HEV  in entrambe le 
varietà del Cervo del Giappone (Cervus nippon) con sieropositività variabili 
tra  il 2-3 % dei campioni prelevati dai sika (Cervus nippon nippon) e il 35 % 
dagli yezo (Cervus nippon yesoensis)  (Matsuura et al., 2007; Tomiyama et 
al., 2009).  
Studi di sieroprevalenza analoghi sono stati condotti anche in Europa sia 
sul cervo che su altri ungulati selvatici facendo registrare sieropositività 
significative sia nel cervo rosso (Cervus elaphus) che nel capriolo 
(Capreolus rufus e Capreolos capreolos) (Rutjes et al., 2010).  
Anche per il cervo analogamente a quanto riscontrato nel cinghiale in 
seguito al sequenziamento completo dei genomi dei ceppi HEV isolati in 
Giappone, il genotipo 3 sembra il genotipo prevalente (Takahashi et al., 
2004). Ceppi appartenenti al genotipo 3 sono stati anche geneticamente 
identificati dal capriolo  in Ungheria (Forgách et al., 2010). 
 
2.3 ASPETTI EPIDEMIOLOGICI DELL'INFEZIONE AVIARE 
Il primo ceppo di HEV aviare fu identificato negli Stati Uniti da polli con 
sindrome di epatomegalia splenomegalia (HS syndrome), malattia 
emergente in Nord America, ma di cui fino al 2001, non era stato 
individuato l’agente eziologico (Tien et al., 1997; Huang et al., 2004). Il 
virus  della HS syndrome ha caratteristiche genetiche  simili a quelle degli 
stipiti di HEV di origine umana ma il sequenziamento e la successiva analisi 
filogenetica  hanno messo in evidenza un’identità solo parziale rispetto ai 
genotipi di origine umana e suina. Il genoma è più corto e  l’identità 
nucleotidica tra i ceppi aviari e umani è solo del 50% circa (Huang et al., 
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2004).   La HS syndrome  è caratterizzata da  aumento dei tassi di mortalità 
negli allevamenti avicoli e da calo di deposizione superiore al 20% nelle 
galline in deposizione (tra la 30°e la 72°settimana di età)  (Zhao et al., 
2010). E' stata inoltre osservata  regressione ovarica, epato-splenomegalia, 
necrosi epatica e presenza di liquido emorragico in cavità addominale 
(Agunos et al., 2006). Il virus è stato identificato sia in soggetti con 
sintomatologia clinica, sia in soggetti sani. L'infezione è stata osservata 
anche nel tacchino (Sun et al., 2004). 
 
2.4 VIE DI TRASMISSIONE E ASPETTI ZOONOTICI 
Anche se le modalità effettive di trasmissione dell’HEV non sono ancora 
del tutto chiarite sono ben documentate quattro vie principali d’infezione: 
 
- la via oro-fecale, per ingestione di acqua e cibo contaminati;  
- la trasmissione per via ematica (trasfusione di sangue ed emoderivati, 
trapianto d’organo) (Mansuy et al., 2011) e parenterale, (Meng, 2003) 
mentre non vi è alcuna evidenza di trasmissione per via sessuale 
(Thomas et al., 1997; Khuroo et al., 2004; Boxall et al., 2006; Colson et 
al., 2007; Matsubayashi et al., 2008; Razonable 2011; Halac et al., 
2012); 
- la trasmissione verticale diretta (Khuroo et al., 1995) 
- la trasmissione interspecie per via zoonotica. 
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Figura 2.1: schema delle possibili vie d’infezione e diffusione del virus (immagine 
tratta da Dalton et al., 2013) 
 
La consapevolezza che le acque superficiali e potabili sono un veicolo 
importante attraverso il quale HEV può diffondersi tra la popolazione è 
ben consolidata e riportata  in letteratura già a partire dai primi anni 
Ottanta nella descrizione di quattro epidemie consecutive causate dal 
consumo di acqua contaminata con la comparsa di oltre 50000 casi di 
epatite acuta e circa 1700 decessi (Khuroo 1991). Casi di epatite E 
riconducibili ad un inquinamento dell’approvvigionamento idrico sono 
riportati anche in studi più recenti  in condizioni di scarsa igiene, scarsa 
qualità dell'acqua, e di sovraffollamento o in relazione a situazioni di 
instabilità e di guerra politica (Rab et al., 1997; Guthmann  et al., 2006; 
Guerrero-Latorre et al., 2011). 
Le forti piogge e inondazioni, la contaminazione fecale delle riserve di 
acqua di superficie, pozzi e corsi d'acqua, insieme a condutture idriche 
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inappropriate e a reti di smaltimento delle acque reflue insufficienti, 
hanno giocato un ruolo importante nelle epidemie di epatite E. Nel Sud-Est 
asiatico, il verificarsi di focolai di epatite E sembrava essere in stretta 
correlazione con l'utilizzo di acqua di fiume per bere, cucinare, lavare 
(Kumar et al., 2013). Casi aneddotici di trasmissione sono stati riportati  
anche in seguito a trapianti di organo e a trasfusioni di sangue (Said et al., 
2009; Matsubayashi et al., 2008; Legrand-Abravanel et al., 2010). Sebbene 
la trasmissione da madre a figlio sia considerata una via di contagio di 
minor impatto,  in numerosi paesi in via di sviluppo e in particolar modo in 
India, sono riportate numerose segnalazioni  documentate di casi non 
sporadici (Kumar et al., 2001; Singh et al., 2003) e di gravità variabile dal 
parto prematuro fino alla morte fetale (Khuroo et al., 2009; Aggarwal 
2011). Altri  fattori di rischio ormai accertati includono l'ingestione di cibo 
contaminato, direttamente o indirettamente, (acqua, piante, prodotti a 
base di carne, frutti di mare), la trasmissione parenterale (Meng, 2003) e  il 
contatto diretto o indiretto con materiale infetto proveniente da animali 
colpiti. A questo riguardo le categorie professionali maggiormente esposte 
sono: i veterinari, gli agricoltori, le persone assegnate alla cura degli 
animali e i lavoratori dei macelli (Kasorndorkbua et al., 2005).  
Da numerosi studi relativi all’industria suina è emerso che coloro che 
lavorano a contatto con rifiuti di animali domestici e animali selvatici 
(allevatori, veterinari, personale dei mattatoi) presentano percentuali 
maggiori di anticorpi anti-HEV rispetto alla media (Berto et al., 2012). Negli 
Stati Uniti il 26% dei veterinari è risultato essere sieropositivo all’HEV 
contro un 18% tra i donatori di sangue regolari (Meng et al., 2002). Inoltre 
la prevalenza di anticorpi anti HEV è risultata essere 4,5 volte maggiore in 
soggetti esposti al contatto con suini che negli altri (Withers et al., 2002). 
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Infine RNA virale o anticorpi specifici anti-HEV sono stati rilevati nelle 
acque di scarico della lavorazione delle frattaglie nei macelli suini e nei siti 
di stoccaggio dei liquami (McCreary et al., 2008), in operatori addetti alla 
macellazione e in personale addetto al settore di macelleria rafforzando 
l’ipotesi del rischio di trasmissione  di HEV durante la macellazione e le 
lavorazioni successive per contatto con carni infette (Galiana et al., 2010; 
Galiana et al., 2008; Dalton et al., 2007).  Esiste infine una chiara evidenza 
che collega l’insorgenza di epatite E al consumo di prodotti alimentari 
contaminati (Crossan et al., 2012; Berto et al., 2013), ed in questo caso 
l’epatite E può essere causa sia di casi sporadici isolati sia di eventi 
epidemici. A conferma di tale fenomeno troviamo una prima analisi 
condotta in Giappone per la caratterizzazione molecolare di HEV isolato da 
10 pazienti con epatite E fulminante tutti accomunati dall’aver ingerito 
fegato di maiale poco cotto nelle 2-8 settimane precedenti all'insorgenza 
dei sintomi (Yazaki et al., 2003). Negli anni successivi sono stati condotti 
numerosi studi analoghi a conferma della correlazione tra il consumo di 
fegato di maiale e cinghiale o carne di cervo e l’insorgenza di casi umani di 
epatite E sia in Giappone (Matsuda et al., 2003; Takahashi et al., 2004; Li et 
al., 2005;  Feagins et al., 2007; Bouwknegt et al., 2007; Berto et al., 2012; 
Di Bartolo et al., 2012) che in numerosi altri Paesi  tra cui  Stati Uniti, Paesi 
Bassi, Regno Unito, Italia, Spagna e Repubblica Ceca (Dalton et al., 2007;  
Colson et al., 2010).  
Nel computo delle specie potenzialmente coinvolte nella diffusione del 
virus sono stati presi in considerazione anche prodotti provenienti da 
selvaggina e cacciagione con un’attenzione particolare rivolta sia al cervo 
che al cinghiale. 
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Numerosi studi relativamente recenti condotti in Giappone su pazienti 
affetti da HEV tutti accomunati dal  consumo di carne di cervo e cinghiale 
cruda o poco cotta hanno confermato le due matrici alimentari quali  fonte 
di infezione alternativa (Tei et al., 2003; Sonoda et al., 2004; Takahashi et 
al., 2004; Tamada et al., 2004; Li et al., 2005) e le due specie animali  un 
reservoir supplementare di HEV. I dati  riportati sopra rappresentano seri 
motivi di preoccupazione per la salute pubblica e del consumatore in 
quanto appare chiaro che maggiore è la prevalenza negli animali, maggiore 
è il rischio di trasmissione all'uomo.  
La carne di maiale, pertanto, può rappresentare un veicolo d’ infezione 
non trascurabile attraverso il consumo o il contatto diretto 
(manipolazione) o indiretto (tramite coltelli e strumenti di sezionamento) 
lungo tutta la catena di produzione suinicola  (allevamento, impianto di 
macellazione, sezionamento e distribuzione). A tale proposito 
l’applicazione di corrette prassi igieniche può  giocare un ruolo 
fondamentale nella prevenzione e riduzione dei fenomeni di 
contaminazione e cross-contaminazione diminuendo la probabilità di 
infezione (Di Bartolo et al., 2012; Berto et al., 2012). 
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CAPITOLO 3:  PATOLOGIA E ASPETTI DIAGNOSTICI 
 
3.1 INFEZIONE  NELL’UOMO 
La malattia ha un periodo di incubazione di 15-60 giorni, spesso si 
manifesta in forma lieve e si risolve in circa due settimane senza lasciare 
conseguenze;  colpisce più frequentemente i giovani e gli adulti di mezza 
età (15-40 anni).  Il tasso di mortalità è inferiore all’1%, se si escludono le 
donne in stato di gravidanza in cui il tasso di mortalità può raggiungere  il 
20% (Kumar et al., 2004). Nella sua forma più benigna, l'infezione da HEV è 
del tutto inapparente e asintomatica. La frequenza effettiva d’infezione 
nelle aree endemiche infatti supera di gran lunga quella della malattia 
itterica conclamata ed è confermata dall’elevato tasso di positività  
sierologica in totale assenza di fenomeni itterici o patologie subcliniche 
riconducibili ad epatite (Aggarwal & Krawczynski, 2000; Aggarwal, 2011). 
Da un punto di vista clinico la viremia e l’escrezione fecale sono rilevabili 
prima delle anomalie del fegato che normalmente appaiono in 
concomitanza con la risposta immunitaria umorale e sono caratterizzate da 
un aumento delle transaminasi (Kamar et al., 2012). Dati sperimentali di 
primati non umani indicano che la gravità dell’ infezione da HEV è 
proporzionale alla dose infettiva, tuttavia, la manifestazione clinica post-
infezione dipende dalla sensibilità individuale e generalmente si 
riconoscono: una forma grave fulminante, una forma acuta itterica, una 
forma subclinica e una forma inapparente anitterica diagnosticabile 
occasionalmente a seguito di uno screening immunoenzimatico (Scotto & 
Fazio, 2013). Il periodo di incubazione varia tra le 4 e le 5 settimane. La 
forma acuta è  generalmente autolimitante e ha una durata di 2-4 
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settimane. La prognosi è generalmente favorevole e l’ittero si risolve 
spontaneamente (Aggarwal & Krawczynski, 2000). Nella forma subclinica 
gli individui infetti invece presentano un decorso clinico lieve, e sviluppano 
solo i sintomi simil-influenzali. In tal caso il coinvolgimento epatico è 
attestato esclusivamente dalla variazione di parametri biochimici specifici 
(transaminasi e indici di colestasi). In casi sporadici sono state registrate 
forme iperacute con l’insorgenza di quadri di epatite grave o 
d’insufficienza epatica subacuta che a volte si conclude con la morte del 
soggetto (Aggarwal, 2013). Inoltre, numerose sono le segnalazioni di 
forme protratte, addirittura oltre i venti mesi, mentre forme ricorrenti 
sono state descritte sperimentalmente solo nei primati (Purcell & 
Emerson, 2001). In questo quadro la gravidanza e la presenza di  malattie 
concomitanti possono giocare un ruolo significativo sia per la gravità che 
per la prognosi post-infezione. E’ certo che l’infezione in gravidanza è 
associata ad una maggiore percentuale di parti prematuri e comunque a 
un maggior numero di complicanze peri o post partum (Kumar et al., 2004; 
Bista & Rana, 2006). Recenti studi infine hanno posto l’attenzione sulla 
comparsa di fenomeni di  cronicizzazione in soggetti immuno-depressi e in 
destinatari di trapianto di organi (Khuroo et al., 2009; Halac et al., 2012; 
Halleux et al., 2012;  Koning et al., 2013). 
 
 3.2  INFEZIONE  NEL SUINO  
Il virus dell’epatite E, almeno per quanto riguarda il genotipo 3, sembra 
non essere particolarmente virulento per i suini domestici. Tale dato è 
stato confermato da numerosi studi condotti su suini infettati 
naturalmente o sperimentalmente che hanno messo in evidenza la 
comparsa per lo più di fenomeni di epatite subclinica o inapparente rilevati 
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esclusivamente a livello istologico (Williams et al., 2001; Halbur et al., 
2001; Meng et al., 2002). I tessuti in cui il virus replica primariamente e 
persiste (da 2 a 27 giorni p.i.) sono il fegato, l’intestino tenue, il colon, ed i 
linfonodi (Halbur et al., 2001; Williams et al., 2001). Le principali lesioni 
istologiche riscontrabili a livello epatico sono caratterizzate da lievi 
infiltrazioni linfoplasmocitarie multifocali a carico dei sinusoidi e da piccole 
aree di degenerazione vacuolare e necrosi a carico degli epatociti che 
raggiungono il massimo di severità intorno ai 20 giorni p.i. (Williams et al., 
2001; Halbur et al., 2001). Per quanto riguarda gli organi extra epatici sono 
state evidenziate un’enterite ed una nefrite linfoplasmatocitarie 
multifocali, un moderato aumento dei linfonodi epatici e mesenterici e una 
moderata iperplasia delle placche di Peyer mentre non sono state 
osservate in nessun caso lesioni a carico di pancreas e milza (Halbur et al., 
2001; Bouwknegt et al., 2009). La patogenesi dell’ HEV e la cinetica del 
virus anche per il suino è parzialmente sconosciuta nonostante ciò 
attraverso l’applicazione di metodiche rtPCR (reverse transcriptase 
Polimerase chain reaction) o ibridazione in situ su campioni ottenuti da  
animali infettati sperimentalmente per via endovenosa, è stato possibile 
rilevare l'RNA virale in diversi tessuti extra- epatici come linfonodi, tonsille, 
milza, stomaco, reni, ghiandole salivari, polmoni e piccolo e grande 
intestino fino a 20-27 giorni p.i., anche in assenza di viremia. Inoltre la 
forma a polarità negativa (ovvero la forma replicativa) del genoma virale è 
stata individuata dai 7 ai 27 giorni p.i. non solo a livello epatocitario ma 
anche in cellule intestinali e a livello linfonodale (Williams et al., 2001). Da 
un punto di vista sierologico l’immunità passiva di origine materna 
diminuisce dopo le prime 3-4 settimane e si esaurisce intorno alle 8-9 
settimane di vita. Dopo l’infezione il suino sviluppa una risposta 
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immunitaria nei confronti del virus caratterizzata inizialmente da 
immunoglobuline di tipo IgM e all’incirca dopo una settimana da uno 
switch anticorpale seguito dal rapido aumento di Immunoglobuline di tipo 
IgG. Studi sperimentali hanno dimostrato che lo switch anticorpale e la 
secrezione di IgG si realizza dalle 2 alle 8 settimane post-inoculazione 
(Meng et al., 1998) e in caso di infezione naturale la siero conversione può 
essere individuata dopo la fase viremica da circa 3-4 mesi fino a 5-6 mesi 
d’età, termine oltre il quale il titolo anticorpale declina lentamente 
(Williams et al., 2001; Haqshenas et al., 2001; Meng et al., 2002). La 
viremia che consegue all’infezione perdura per le prime due settimane ed 
è seguita da un’escrezione del virus attraverso le feci per le successive 3-4 
settimane e dalla comparsa della siero conversione fino a 50 giorni p.i (Lee 
et al., 2009). Studi virologici condotti su campioni di siero e su feci 
provenienti da allevamenti suini hanno dimostrato che l’RNA virale può 
essere rilevato soprattutto nei suini di 2-5 mesi di età, mentre animali di 
età inferiore ai 2 mesi o maggiore di 6-8 mesi risultano generalmente 
negativi (Clemente–Casares et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Banks et 
al., 2004). Tale dato supporterebbe l’ipotesi della massima suscettibilità 
all’infezione nella finestra temporale compresa tra il primo e il terzo mese 
di vita periodo in cui viene a mancare l’immunità materna. Nei soggetti 
giovani l’infezione da HEV si dimostra quindi relativamente breve ed 
autolimitante con la scomparsa della sintomatologia in poche settimane 
(Yazaki et al., 2003). Suini di ogni età qualora infettati con l’HEV suino sia 
naturalmente che sperimentalmente sono generalmente asintomatici 
(Leblanc et al., 2007; dos Santos et al., 2009). Nel suino adulto 
generalmente quindi non si riscontrano sintomi clinici dal momento che la 
maggior parte dei soggetti è venuta a contatto con il virus in età giovanile 
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sviluppando un’immunità attiva totalmente protettiva (Meng et al., 2002). 
E’ da notare comunque che nonostante il virus HEV sia considerato un 
patogeno minore, entrando in sinergia con altri agenti virali a tropismo 
epatico (PCV2) è in grado di determinare quadri patologici anche gravi 
(Ellis et al., 2004). 
 
3.3 DIAGNOSI 
L'infezione da HEV è comunemente identificata negli esseri umani per via 
diretta attraverso la ricerca  di RNA virale in campioni sierici e fecali (Renou 
et al., 2009; Pavio et al., 2010) o indiretta attraverso la titolazione degli 
anticorpi anti-HEV prodotti in post infezione. Le prove di laboratorio 
utilizzate per la diagnosi di epatite E comprendono tecniche molecolari e 
di immunomicroscopia elettronica che riconoscono il virus in feci e siero, e 
prove sierologiche per la identificazione di anticorpi anti-HEV di classe IgM 
e IgG. Il genoma virale viene svelato nelle feci con la tecnica reverse 
trascription-polymerase chain reaction (RT-PCR) durante la fase acuta 
dell’infezione, in particolare durante il periodo che va dalla settimana 
precedente l’ inizio dei sintomi  fino a 16 settimane post esordio (Aggarwal 
& Jameel, 2011). Negli ultimi anni sono stati selezionati numerosi target 
genici (3, 29) che hanno permesso l’identificazione delle molteplici varianti 
genetiche di HEV e la quantificazione del titolo virale dei campioni in 
analisi con diversi livelli di sensibilità e specificità (Huang et al., 2002; 
Mokhtari et al., 2013).  Tali analisi sono applicate e particolarmente utili 
nella diagnostica di fase acuta in particolare durante il periodo che va dalla 
settimana precedente l’inizio dei sintomi fino alle 2-4 settimane 
successive. Nel sangue, il virus può essere rilevato con la medesima 
tecnica ancor prima della comparsa dell’ittero e dell’aumento delle 
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transaminasi, circa 2 settimane prima e 2-4 settimane dopo l’inizio dei 
sintomi (Krawczynski et al., 2011). La ricerca tramite RT-PCR infine trova 
applicazione in indagini post-mortem  su tessuti ed organi raccolti da 
animali sottoposti a necroscopia e da animali macellati o per la valutazione 
del rischio di trasmissione di origine alimentare (de Deus et al., 2007; 
Leblanc et al., 2010). Le metodiche di tipo immunoenzimatico, 
maggiormente utilizzate nella diagnostica routinaria e di screening, fanno 
riferimento a  test ELISA commerciali di tipo indiretto specifici per IgM e 
IgG che utilizzano come antigeni proteine ricombinanti o peptidi sintetici di 
HEV corrispondenti a epitopi immunodominanti delle proteine strutturali 
(pORF2 e pORF3) del genotipo 1 e 2 (Favorov et al., 1992; Favorov et al., 
1996; Zhou et al., 2005). La maggior parte dei saggi adottati per la 
determinazione degli anticorpi anti-HEV negli animali utilizzano test 
immunologici commerciali messi a punto per la diagnostica sierologica in 
umana opportunamente adattati attraverso la sostituzione degli anticorpi 
secondari con antisieri specifici a seconda delle specie animali interessate 
(Clemente-Casares et al., 2003). Nel complesso, il test sierologico da un 
alto tasso di risultati positivi soprattutto se effettuato in animali adulti 
anche se l’adattamento di tali test  comporta alcune limitazioni relative a 
specifici siti antigenici in alcuni ceppi di HEV (Mizuo et al., 2002). Tale 
evidenza ha portato lo sforzo di studio verso la progettazione di test 
specifici sviluppati a partire da antigeni ricombinanti pORF2 e pORF3 di 
genotipi isolati dal suino e altri modelli animali per la messa a punto di 
metodiche ELISA successivamente utilizzate in studi sierologici ed 
epidemiologici in popolazioni di suini, cinghiali, cervi (Hu et al., 2008; 
Rutjes et al., 2010; Lee et al., 2013; Ponterio et al., 2014) e in indagini di 
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PARTE SPERIMENTALE 
 
CAPITOLO 4: SCOPO TESI 
 
Studi epidemiologici e virologici condotti negli ultimi anni hanno 
chiaramente dimostrato che l'epatite E deve essere considerata una 
zoonosi emergente. Il suino rappresenta il principale reservoir animale del  
virus e l'uomo può infettarsi anche attraverso il consumo di insaccati o 
carni di suino poco cotte. Il virus circola abbondantemente negli 
allevamenti suini in tutte le parti del mondo Italia compresa. Pertanto è 
importante individuare metodi di screening e tecniche strumentali da 
applicare sia a scopo epidemiologico che diagnostico.  In tale contesto, nel 
presente studio la glicoproteina capsidica pORF 2 di uno stipite italiano di 
HEV  di origine suina appartenente al genotipo 3  è stata espressa in cellule 
di insetto, purificata e successivamente testata per lo sviluppo di una 
metodica ELISA indiretta per la ricerca di  anticorpi . Lo scopo quindi è 
stato quello di standardizzare sia la tecnica per la purificazione della 
proteina ricombinante che la metodica relativa al suo uso come antigene 
in test ELISA indiretti utilizzando sieri di suino.  
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CAPITOLO 5: MATERIALI E METODI 
 
5.1 LINEE CELLULARI 
Per l’espansione virale e per la generazione della proteina virale sono state 
utilizzate due linee cellulari distinte Sf21 e Sf9. Sf21 è una linea cellulare 
continua ottenuta dalle ovaie delle larve di Spodoptera frugiperda, una 
falena parassita di alcune colture vegetali. Tale linea cellulare 
originariamente sviluppata negli Stati Uniti (Vaughn et al., 1977) è stata 
successivamente clonata per produrre la nuova linea cellulare Sf9 
(Summer & Smith 1987). Entrambe le linee cellulari possono crescere in 
coltura monostrato o in sospensione a 28°C e non necessitano di CO2 
(Aumiller et al., 2003; Massotte et al., 2003). 
Nel presente studio linee cellulari Sf21 sono state impiegate per 
amplificare il baculovirus ricombinante e per la successiva titolazione 
tramite metodica plaque assay mentre  la linea cellualare Sf9 è stata 
utilizzata per l’espressione della proteina ricombinante. Per la coltura delle 
Sf21 è stato utilizzato il terreno TC-100® Insect Medium (Sigma-Aldrich), 
con aggiunta di antibiotici (Streptomicina e Penicillina), L-Glutammina 
(Sigma Aldrich) e Siero Fetale Bovino (FCS) (Sigma Aldrich) al 10%.  Per 
l’espansione delle Sf9 è stato utilizzato il terreno  Gibco® Sf-900™ II SFM  
(Thermo Scientific Inc; Life Technologies) con aggiunta di antibiotici e L-
Glutammina in assenza di FCS. La crescita delle due linee cellulari è stata 
controllata con cadenza giornaliera per prevenire l’eccessiva confluenza. 
All’osservazione della comparsa di un monostrato cellulare venivano 
effettuate delle diluizioni 1:2 o 1:3 in fiasca per le colture in monostrato o 
in beuta per le cellule in sospensione. La concentrazione ottimale di cellule 
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al momento del passaggio è stata determinata mediante emocitometro 
(camera di Bürker). 
 
5.2 BACULOVIRUS  
In virus usato in questo studio è un baculovirus ricombinante esprimente 
la principale glicoproteina strutturale di HEV denominata pORF2. Tale 
proteina è prodotta  in due forme, un precursore insolubile di 73 kDa ed 
una forma solubile tronca di 62 kDa originatasi a seguito di un taglio 
proteolitico e priva dei primi 111 aa ma  con  la stessa immunoreattività 
della precedente. Il segmento genomico codificante per la pORF2 che 
deriva da uno stipite di  HEV genotipo 3 di origine  suina è stato utilizzato 
per generare il baculovirus ricombinante denominato Bac ORF-2.  Nel virus 
ricombinante la regione C-terminale della proteina è fusa ad una coda di 
istidina (His) al fine di purificarla ed ad un segmento V5 al 5’ (regione N-
terminale) per la rilevazione della proteina con anticorpi specifici. 
Il baculovirus ricombinante è stato utilizzato per l’infezione di linee 
cellulari d’insetto data anche la sua capacità di produrre quantità 
significative (1-500 mg/L di coltura) della proteina desiderata.  
 
5.3 AMPLIFICAZIONE DEL BACULOVIRUS  BacORF-2 HEV 
Durante lo studio le cellule Sf21 sono state infettate in monostrato in 
fiasche da 75 cm
2 
ciascuna contenente 5*10
6
 cellule  con una confluenza 
del 60%-70%. 
Al fine di amplificare il virus  si utilizzano generalmente MOI (multiplicity of 
infection) basse (0,01-0,5) per garantire un’infezione lenta e progressiva 
della linea cellulare, così da generare un virus che non acquisisca 
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mutazioni. Per MOI si intende il numero di particelle virali per cellula da 
usare in un’ infezione virale.   
Il volume della sospensione virale si ottiene quindi con l’applicazione della 
seguente formula: 
 
		
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
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Il protocollo ha previsto: un lavaggio preliminare per allontanare detriti 
cellulari e residui di FCS, l’aggiunta della sospensione virale calcolata e la 
successiva incubazione per 1h a 28°C, per l’adsorbimento del virus, 
provvedendo ad un’agitazione manuale delle fiasche ad intervalli di 10 
minuti. Al termine della fase di incubazione l’inoculum virale è stato 
rimosso ed è stato aggiunto nuovo terreno di  coltura (TC-100 con FCS al 
2%) all’interno della fiasca. Le colture cellulari sono state sottoposte a 
controllo giornaliero fino all’evidenziazione della comparsa dell’effetto 
citopatico (ECP) caratterizzato da lisi cellulare. Si è proceduto quindi alla 
raccolta del baculovirus nel surnatante dopo centrifugazione a 4000 rpm 
(rounds per minute) per 5 minuti della sospensione cellulare e al 
successivo stoccaggio a 4°C fino alla titolazione  mediante plaque assay. 
 
5.4 PLAQUE ASSAY 
Il plaque assay  è una metodica standard di titolazione virale  applicata per 
la  determinazione del  numero di unità virali formanti placca (plaque 
forming unit: pfu) di una sospensione virale.  Per la titolazione diluizioni 
scalari del virus sono state fatte in base dieci in terreno TC-100 senza siero 
fetale. Le cellule Sf21 sono dispensate in piastre da 6 pozzetti alla 
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concentrazione di circa 1*10
6
 per pozzetto.  Un aliquota di 200 µl delle 
varie titolazioni virali, con diluizioni da 10
-2
 a 10
-7
, è stata usata per 
l’infezione delle cellule. Le piastre sono state mantenute in incubazione 
per 1h a 28°C. Successivamente l’inoculo è stato rimosso e le cellule sono 
state ricoperte con un terreno semisolido agarizzato costituito da  agarosio 
low melting al 2% in presenza di terreno di coltura. Le cellule sono state 
quindi lasciate ad incubare per almeno 5 giorni a 28°C. L’area cellulare 
infettata ha dato luogo ad un’aerea di lisi cellulare, denominata placca, 
visibile sia al microscopio che ad occhio nudo (Figura 5.1).  Il numero delle 
placche rapportato al fattore di diluizione e alla quantità di inoculo 
utilizzato, ha permesso di determinare il numero di unità formanti placca 
presenti per unità di volume (pfu/ml) della sospensione virale.  In fase di 
lettura, per agevolare la conta delle placche, è stata effettuata la 
colorazione  di ciascun pozzetto con una soluzione neutral red (50 µg/ml). 
 
 
 
Figura 5.1: Esempio di plaque assay di due diversi stock virali di baculovirus 
esprimenti HEV ORF-2. Cellule usate sf21. 
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Il conteggio delle placche e la verifica del titolo virale (pfu/ml) sono stati 
effettuati a distanza di 24h dalla colorazione attraverso l’applicazione della 
seguente formula: 
 
	  !⁄ = 
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5.5 GENERAZIONE E PURIFICAZIONE PROTEINA RICOMBINANTE 
5.5.1 Infezione di cellule Sf9 
Cellule della linea cellulare Sf9 sono state seminate in concentrazione pari 
a 5*10
6
/ml in fiasche da 75 cm
2 
e lasciate aderire per circa 1h a 
temperatura ambiente. Dopo l’aspirazione del terreno il monostrato è 
stato ricoperto con la sospensione virale ad una MOI compresa tra 2,5-5 e 
mantenuto in incubazione a 28°C per 1h.  La MOI alta, viene usata così da 
infettare contemporaneamente tutte le cellule massimizzando l’effetto di 
over-espressione della proteina desiderata. Dopo la fase di adsorbimento  
l’inoculum virale  è stato rimosso ed è stato aggiunto nuovo  terreno di 
coltura. Le cellule sono state osservate al microscopio ottico fino ai tre 
giorni successivi all’infezione  per valutare la presenza dell’ECP e le colture 
sono state  raccolte  a 72 h post infezione (p.i.) effettuando una 
centrifugazione  a 4000 rpm per 5 minuti. Per allontanare detriti cellulari il 
pellet ottenuto è stato sottoposto a due cicli di lavaggio con  PBS, 
congelato e mantenuto  a -20°C . 
 
5.5.2 Estrazione proteina con Kit Ni-NTA 
Per purificare la proteina è stata utilizzata una tecnica di cromatografia di 
affinità attraverso l’applicazione del Kit Ni-NTA Spin Columns (Qiagen) che 
sfrutta la selettività di legame tra gli ioni di nichel esposti su una resina 
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silicea e una coda di 6 residui di istidina (6x His tag) legati alla proteina 
ricombinante d’interesse. La purificazione delle proteine d’interesse dal 
lisato cellulare può essere effettuata in condizioni native o denaturanti. 
La procedura di purificazione consta di tre fasi: 
1. Lisi cellulare e binding per affinità 
2. Ciclo di lavaggi 
3. Eluizione 
 
 
Figura 5.2: schema di purificazione con Kit Ni-NTA tratto da Qiagen Ni-NTA Spin Kit 
Handbook accessibile da http://www.qiagen.com/it/products/catalog/sample-
technologies/protein-sample-technologies/purification-kits-and-resins/ni-nta-spin-
columns/ 
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5.5.2.1 Protocollo per la purificazione della proteina in condizioni non 
denaturanti 
Il pellet cellulare precedentemente ottenuto (come descritto nel Par.5.5) è 
stato ripreso in 700 µl di Buffer di lisi (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 
mM imidazolo; 1% Igepal; pH 8.0) e addizionato con Benzonase Nuclease 
(25 U/µl), quest’ultima usata per la rimozione di eventuali acidi nucleici 
presenti nel lisato, e con un cocktail di inibitori delle proteasi (Sigma). 
Trascorso un periodo di incubazione di 30 minuti in ghiaccio, il lisato è 
stato sottoposto a due cicli di congelamento e scongelamento da -80°C a 
37°C ed a  successiva sonicazione per 2-3 minuti. Il prodotto di sonicazione 
è stato quindi centrifugato a 12000 x g per 20 minuti a 4°C e il surnatante è 
stato trasferito in una nuova provetta. 
Un’aliquota di circa 20 µl è stata stoccata per la successiva elettroforesi di 
controllo in SDS-PAGE; il restante volume è stato caricato nella colonna 
cromatografica precedentemente equilibrata con 600 µl di buffer di lisi e si 
è proceduti ad una centrifugazione per 5 minuti a 270 x g. 
La colonna cromatografica è stata sottoposta quindi a una serie di lavaggi 
con una soluzione contenente 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM di 
imidazolo a pH 8.0 ciascuno seguito da una centrifugazione per 2 minuti a 
890 x g. 
Gli eluiti dalle fasi di lavaggio e il flow through iniziale sono stati anch’essi 
stoccati per la successiva elettroforesi. 
Per concentrare la proteina target l’eluizione finale è stata effettuata con 
un volume di 100 µl pari ad 1/3 di quello suggerito dal produttore in due 
tempi, con un buffer di eluizione (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 
mM imidazolo, pH 8.0);  per l’ottenimento di ciascun eluito la colonna è 
stata centrifugata per 2 minuti a 890 x g. Gli eluiti sono stati anch’essi 
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raccolti per la successiva elettroforesi. I campioni sono infine stati 
conservati a 4°C. 
 
5.5.2.2 Protocollo per la purificazione della proteina in condizioni 
denaturanti 
Il pellet cellulare ottenuto precedentemente, è stato risospeso in 700 µl di 
Buffer B (7 M urea; 0.1 M NaH2PO4; 0.01 M Tris·Cl; pH 8.0) e addizionato 
con Benzonase Nuclease (25 U/µl) e un cocktail di inibitori delle proteasi 
(Sigma). Il pellet è stato mantenuto in agitazione per 15 minuti prima di 
procedere con una centrifugazione a 12000 x g per circa 30 minuti ad una 
temperatura compresa tra 20 e 25°C. Un’ aliquota di circa 20 µl del 
surnatante è stata stoccata per essere analizzata tramite elettroforesi su 
gel di poliacrilammide in presenza di sodio dodecil solfato (SDS-PAGE) la 
restante parte è stata quindi raccolta e caricata nella colonna 
cromatografica (dopo averla equilibrata con 600 µl di buffer B a 890 x g per 
2 minuti) e sottoposta a centrifugazione a 270 x g per 5 minuti. 
Il flow through è stato quindi raccolto e la colonna cromatografica è stata 
sottoposta a due cicli di lavaggio con 600 µl di buffer C (8 M urea; 0.1 M 
NaH2PO4; 0.01 M Tris·Cl; pH 6.3) per mezzo di una centrifugazione a 890 x 
g per 2 minuti. Gli eluiti dalle fasi di lavaggio e il flow through iniziale sono 
stati anch’essi stoccati per la successiva elettroforesi. L’eluizione finale è 
stata effettuata in due tempi con un volume di 100 µl di buffer E (8 M urea; 
0.1 M NaH2PO4; 0.01 M Tris·Cl; pH 4.5) pari alla metà di quello suggerito 
dal produttore; ciascuna eluizione è stata ottenuta attraverso una 
centrifugazione a 890 x g per 2 minuti. 
Gli eluiti sono stati  raccolti e stoccati a temperatura di refrigerazione fino 
all’esecuzione dell’elettroforesi. 
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5.6 ANALISI DEI PRODOTTI DI PURIFICAZIONE 
5.6.1 Elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) 
L’elettroforesi di controllo dei prodotti di purificazione è stata effettuata su 
gel di poliacrilammide al 10% in presenza di sodio dodecil solfato secondo 
il protocollo proposto da  Laemmli (1970); per la catalizzazione della 
reazione di polimerizzazione sono stati aggiunti Ammonio Persolfato (APS) 
e N,N,N’,N’- tetrametilenediamina (TEMED). 
Reagenti per la preparazione della reazione di corsa: 
• Buffer A  4x (per il separating gel) pH 8.8 : Tris 1,5 M, 10% SDS. 
• Buffer B 4x (per lo stacking gel) pH 6.8 (con HCl): Tris 0,5 M, 10% SDS. 
• Sample buffer 5x : Tris-HCl pH 6,8, glicerolo 50%, β-
mercaptoetanolo, 10% SDS, Blu di bromo fenolo. 
Preparazione del gel di corsa (separating gel)- 10ml totali: 
H2O milliQ:  6,25 ml 
Buffer A:  3,75 ml 
AA (30%): 5,0   ml 
TEMED:  15µl 
APS 10%:  75µl 
Preparazione dello stacking gel -5ml totali: 
H2O milliQ:  3,05 ml 
Buffer B:  1,25 ml 
AA (30%): 0,65 ml 
TEMED:  7,5 µl 
APS 10%:  40  µl 
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Preparazione dei campioni: 
Tutte le aliquote provenienti dalla purificazione con procedura 
denaturante (D) e non denaturante (N/D) sono state sottoposte ad 
elettroforesi  e in particolare sono stati analizzati: 
• pellet pre–purificazione 
• Surnatante  (SN/D; SN/ND); 
• Flow through (FT/D; FT/ND) 
• Washing (W/D; W/ND) 
• Eluato (E/D; E/ND) 
Una aliquota di ciascun campione è stato miscelata con il  5X Sample 
Buffer  portata  a 95°C per 3-5 minuti e successivamente centrifugata a 
15000xg per 1 minuto. Insieme ai campioni è stata caricata un’aliquota di 
ladder standard (Page Ruler
TM
 Unstained Broad Range Protein Ladder, 
Fermentas). La corsa elettroforetica è stata effettuata in Running buffer (25 
mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) a 150 V per 2h. Al termine della corsa 
elettroforetica il gel di poliacrilammide è stato sottoposto a colorazione 
con il metodo Blue di Coomassie per la visualizzazione diretta delle bande 
proteiche o al trasferimento per il successivo Western Blot. 
 
5.6.2 Colorazione con Blue di Coomassie 
Il gel di policrilammide è stato  immerso nella fixing solution (soluzione 
acquosa di Acido Acetico al 10% contenente il 40% di Metanolo) e 
mantenuto a temperatura ambiente per 30 minuti in oscillazione continua. 
In seguito il gel è stato trasferito nella staining solution  (soluzione 
contenente 0.1 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% di Metanolo e il 
10% di Acido Acetico) overnight (ON), in oscillazione continua. Trascorso il 
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tempo stabilito sono stati effettuati 3 lavaggi con H2O, ognuno della durata 
di 10 minuti. La lettura del risultato è stata effettuata attraverso la 
visualizzazione delle bande di colore blu corrispondenti alle diverse 
frazioni proteiche presenti nei campioni analizzati. 
 
5.6.3 Procedura Western Blotting  
Il trasferimento da gel di poliacrilammide su membrana è stato effettuato 
utilizzando una membrana di nitrocellulosa pre-attivata con H20. Il 
trasferimento  è stato è stato effettuato utilizzando l’apparato Mini Trans-
Blot®cell (BIO-RAD) a corrente costante (100 mA per 1 h) in Transfer Buffer 
Tris-glicina-Metanolo  (glicina 28,8 g, Tris base 6,04 g, metanolo, 200 ml, 
dd H2O 1,6 L).  Al termine della procedura la membrana di nitrocellulosa è 
stata immersa in Blocking Buffer costituito da PBS contenente Tween 0,5% 
e 5% di skimmed milk (skimmed milk-TPBS) e mantenuta in incubazione 
per 1 h a temperatura ambiente  in oscillazione continua. 
A termine del periodo di incubazione lo skimmed milk-TPBS  è stato 
rimosso ed è stato aggiunto l’anticorpo primario Mouse anti-v5 
(Invitrogen) diluito 1:5000, diretto contro la regione V5 legata alla proteina 
ricombinante come sopra descritto, anch’esso in skimmed milk-TPBS. 
L’anticorpo primario è stato mantenuto in incubazione ON in oscillazione 
continua a temperatura ambiente, la soluzione è stata quindi rimossa e 
dopo aver effettuato una serie di 3 lavaggi con skimmed milk-TPBS la 
membrana è stata posta in incubazione con l’anticorpo secondario Goat 
anti Mouse IgG (H+L) AP coniugato diluito 1:2500 in skimmed milk-TPBS. 
Dopo una incubazione a temperatura ambiente per 1h e dopo l’esecuzione 
di 3 lavaggi con PBS + 0,5% Tween 20 lo sviluppo è stato effettuato con 
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l’NBIT/BCIP (nitro blue tetrazolium/bromo-cloro-indolilfosfato) (Sigma 
Aldrich®). 
 
5.7 SIERI ESAMINATI  
I sieri  sono stati raccolti da allevamenti toscani di suini all’ingrasso 
appartenenti a suini di diverse fasce di età e categorie di peso: suinetti in 
post-svezzamento di 1 mese, lattonzoli di circa 30 Kg di peso vivo (pv), 
scrofette prepuberi, magroncelli di circa 50 Kg di pv, magroni fino agli 80 
Kg di pv, suini leggeri dai 90 ai 110 kg di pv e suini pesanti da 110 a 180 Kg 
di pv; in una prima fase, per i primi test di selezione dell’antigene e degli 
anticorpi primario e secondario, sono stati inclusi anche sieri di cane, 
cinghiale e gatto raccolti in studi precedenti e presenti in laboratorio.  
Infine come controllo positivo è stato incluso nello studio un siero 
contenente anticorpi anti-HEV.  
 
5.8 KIT COMMERCIALE DI CONFRONTO 
Il kit utilizzato come modello per la messa a punto dell’ELISA sperimentale 
(HEV Ab Version Ultra, DIA.PRO Diagnostic Bioprobes SRL, Milano) è un 
test immunoenzimatico messo a punto  per la determinazione  
quantitativa di anticorpi totali anti HEV nel  siero e plasma umano e di 
altre specie animali. 
Le micropiastre del kit sono rivestite con antigene costituito da  Virus-Like-
Particles (VLPs) prodotte con metodo ricombinante derivate  da ORF2. Le 
VLPs presentano regioni immunodominanti conservate in tutti i 4  genotipi 
di HEV. Se sono presenti anticorpi totali (IgG, IgM, IgA) specifici anti-HEV 
nei campioni in esame, questi vengono catturati dall'antigene. Nella 
seconda incubazione  gli anticorpi anti-HEV sono svelati con l'aggiunta 
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dello stesso antigene a base di VLPs coniugato con perossidasi. L'aggiunta 
del substrato cromogeno (TMB) genera una reazione colorimetrica  
proporzionale alla quantità di anticorpi anti-HEV  presenti nel campione. 
I controlli positivo (CP) e negativo (CN) sono inseriti in triplicato. La lettura 
spettrofotometrica  della densità ottica (OD) è effettuata a 450nm e il cut 
off  (CO) è calcolato secondo la seguente formula : 
 
&' = 13*&+
,
-./
+ 0,250 
 
Il risultato (R) è espresso   come  rapporto tra  DO dei campioni e  CO: si 
considerano negativi valori di R<0.9,  dubbi valori di R compresi tra 0.9 e 
1.1 , positivi valori di R >1.1.  
 
5.9  SETTAGGIO DEL METODO 
Reagenti utilizzati: 
• Buffer di Coating 50 mM (3,03 g Na2CO3 , 6 g NaHCO3  in 1 L di H2O, 
pH = 9,6); 
• Blocking Buffer 1 (PBS 1X, Skimmed milk 5%, 0,05%Tween 20); 
• Blocking Buffer 2 (PBS 1X, Skimmed milk 5%)   
• Blocking Buffer 3 (PBS 1X, Tween 20 0,05%, bovine serum albumin 
1%(BSA ); 
• Buffer di lavaggio (PBS 1X, Tween 0,05%). 
Nella fase di messa a punto del  modello sperimentale del saggio ELISA per 
il coating antigenico sono stati testati i diversi eluiti della proteina 
purificata ottenuti sia con procedura denaturante (D) che non denaturante 
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(ND) effettuando diluizioni seriali da 1:50 a 1:1000 per la D e fino a 1:2000 
per la ND in tampone carbonato-bicarbonato.   
I sieri d’interesse sono stati testati a due punti di diluizione 1:50 e 1:100 
utilizzando tre diversi blocking buffer, al fine di aumentare la specificità del 
test. Il Blocking Buffer1, (PBS 1X, Skimmed milk 5%, Tween 20 0,05%), il 
Blocking Buffer2 (PBS 1X, Skimmed milk 5%) e infine il Blocking Buffer 3 
mantenendo in tutti i casi la piastra in incubazione per 1h a 37°C. 
Per la selezione del sistema di binding dell’anticorpo primario sono stati 
posti a confronto Proteina A e la proteina G che riconoscono come sito di 
legame un frammento cristallizzabile (Fc) delle immunoglobuline ed alcuni 
anticorpi policlonali specifici per il legame con anticorpi di suino, Goat anti-
pig IgG, Goat anti-pig IgM (Life technologies) marcati con HRP (Horse 
Radish Peroxidase) e ciascuno ad una diluizione 1:100 e 1:200. 
 
 
 
Figura 6.3 : Esempio di reazione colorimetrica di uno dei test ELISA eseguiti durante lo 
studio.  
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5.10  SCELTA DEL CUT OFF E CALCOLO PERCENTUALE DI POSITIVITA’ (PP) 
 Il valore soglia per la discriminazione tra sieri positivi e negativi è stato 
determinato utilizzando tre criteri:  
• calcolo del limite inferiore con un intervallo di confidenza del 95% 
attraverso l’applicazione della seguente formula µODneg + 1,96 * 
dev. St (IC 95%); 
• calcolo del limite inferiore con un intervallo di confidenza al 99% 
attraverso l’applicazione della seguente formula µODneg + 2,58 * 
dev. St (IC 99%); 
• calcolo della percentuale di positività (PP)  attraverso l’applicazione 
della formula proposta da Tittarelli et al., 2011 (OD campione in test 
- µODneg/ µODpos - µODneg ) * 100;  sono stati considerati positivi 
i campioni con reattività ≥ 50%, dubbi i campioni con reattività 
compresa tra 40% e 50% e negativi i campioni con valori ≤ 40%. 
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CAPITOLO 6: RISULTATI 
 
6.1 PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA NATIVA E DENATURATA 
Come dimostrato dall’analisi elettroforetica in SDS-PAGE e dal Western 
Blot  in condizioni denaturanti e non denaturanti  la purificazione della 
proteina target da utilizzare come antigene nel test ELISA è avvenuta con 
successo nonostante nell’eluato finale fossero presenti anche altri residui 
proteici.  
Per quanto riguarda la concentrazione finale della proteina eluita, dai dati 
ottenuti in seguito alla misurazione fluorometrica con  Qubit® 2.0 
Fluorometer (Life Technologies), la proteina purificata con metodo non 
denaturante ha restituito valori totali quantitativamente più elevati (da 
600 a 640µg/ml di proteina ND e 240 µg/ml di proteina D). 
 
 
Figura 6.1: Elettroforesi effettuata con i campioni pre e post purificazione in 
condizioni denaturanti (D) e native (ND). P=pellet cellulare; SN= surnatante; FT= flow 
through; W1,W2= washing; E1,E2,E3= eluato a fine purificazione. 
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Figura 6.2: Western Blot effettuato con i campioni pre e post purificazione in 
condizioni native (ND) e denaturanti (D). P=pellet cellulare; SN= surnatante; 
E1ND,E2ND,E3ND,E1D= eluato a fine purificazione. 
 
6.2 REATTIVITA’ DELLA PROTEINA NATIVA E  DENATURATA 
Per testare la reattività della proteina purificata in condizioni native o 
denaturanti è stato effettuato un test di comparazione con il kit ELISA HEV 
Ab Version Ultra (DIA.PRO, Milano, Italia) utilizzando sieri suini di cui era 
nota la positività o negatività sierologica ed identificati come positivi (siero 
MP, 434, 435,100) e negativi (101,124,127, s19).  
L'esecuzione del kit commerciale è stata eseguita come riportato in 
materiali e metodi inserendo anche i controlli positivo (PC), negativo (NC) 
e di calibrazione (CAL) previsti per l’interpretazione dei risultati. 
Nelle tabelle 6.1 e 6.2 sono riportati i risultati della lettura 
spettrofotometrica con evidenziazione delle positività (in verde) alla luce 
del cut off calcolato secondo le indicazioni fornite dal produttore. 
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SIERI IN TEST OD 450 KIT 
BIANCO 0.017 
NC 0.040 
NC 0.042 
NC 0.047 
PC 2.018 
CAL. 1.261 
SIERO MP 1.785 
434 1.952 
435 2.164 
100 0.501 
101 0.076 
124 0.097 
127 0.081 
 
 
PARAMETRI TEST 
BLK < 0.100 0.017 
NC < 0.150 (MEDIA) 0.043 
PC > 1.000 2.018 
CUT OFF 0.293 
 
Tabella 6.1, 6.2: Valori densità ottica (OD) e parametri per l’interpretazione dei 
risultati ottenuti con l’applicazione del kit ELISA HEV Ab Version Ultra su una 
selezione di sieri di suino. 
 
Per l’allestimento del test sperimentale le proteine purificate ND e D 
utilizzate per il coating  sono state diluite rispettivamente a 1:500 e 1:50 in 
Buffer carbonato corrispondenti a una concentrazione finale di 0,25µg/ml. 
Di seguito sono riportati i risultati della lettura spettrofotometrica (Tabella 
6.3, 6.4). 
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 OD 
SIERI IN TEST E3ND E1D 
SIERO MP 0.325 0.674 
434 0.307 0.412 
435 0.130 0.311 
100 0.175 0.320 
101 0.158 0.476 
124 0.174 0.326 
127 0.404 0.184 
BIANCO 0.076 0.103 
 
MEDIA + MEDIA- DS CUT OFF (IC 95%)  
0.234 0.166 0.011 0,188 E3ND 
0.429 0.401 0.106 0,609 E1D 
 
Tabella 6.3, 6.4: Valori OD e parametri per l’interpretazione dei risultati ottenuti con 
l’applicazione del test 1 su una selezione di sieri di suino. 
 
I valori di cut off sono stati calcolati sulla base delle medie dei valori 
ottenuti per i sieri negativi  secondo la formula riportata in materiali e 
metodi. Dalla comparazione dei risultati è stata evidenziata una non 
soddisfacente reattività della proteina D che quindi non è stata inserita nei 
test successivi.  
 
6.3 STANDARDIZZAZIONE TEST ELISA CON PROTEINA NATIVA 
Il primo passo per l’individuazione del protocollo ELISA sperimentale più 
accurato ha previsto una valutazione sulla quantità di proteina da 
dispensare per il coating antigenico. 
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In base ai risultati ottenuti rispetto al kit d’interesse è stata selezionata la 
proteina ND con una concentrazione pari a 0,25 µg/ml in tampone 
carbonato bicarbonato dispensati in un volume di 100 µl per pozzetto. 
Sono state effettuate inoltre alcune prove per l’ottimizzazione del coating  
attraverso la variazione della temperatura d’incubazione della proteina 
valutando l’efficienza di adsorbimento a 4°C, 37°C e 25°C (Tabella 6.5). Per 
la prosecuzione della messa a punto è stata selezionata la modalità a 25°C.  
Al  fine di ottimizzare l’efficienza di legame degli anticorpi anti HEV sono 
stati effettuati alcuni test successivi utilizzando due diverse diluizioni 1:50 
e 1:100 dei sieri in esame e tre diversi tamponi per la loro diluizione: 
Blocking buffer 1 , Blocking Buffer 2  e Blocking Buffer 3. Gli esiti migliori 
sono stati ottenuti con una diluizione di 1:50 in Blocking Buffer 3 
mantenendo in tutti i casi la piastra in incubazione per 1h a 37°C.  
Per quanto riguarda l’anticorpo secondario è stata scelta una diluizione di 
1:200 di anti-pig IgG HRP nel Blocking Buffer 2, dispensata nei pozzetti e 
mantenuta in incubazione per 1h a 37°C. Per semplicità i test e le variabili 
valutate sono riportate sinteticamente nella Tabella 6.5. 
 PROT Coating Sieri Test Anticorpo Secondario 
D ND 
Temp 
(°C) 
Block 
1 
Block
2 
Block 
3  
Prot 
A/G 
Anti Pig 
IgG HRP 
Anti Pig 
 IgM HRP 
Anti pig  
HRP 
  
4 37 25 A B A B A B D B C B C 
Blk2  
B 
Blk2 
C 
Blk3 
B 
Blk3 
C  
T1 * * *    *     *  *       
T2 * *   * *       *        
T3  *  *   *     *  *      
T4  *  *    *     *        
T5  *   *   * * *       * * * * 
 
Tabella 6.5: riepilogo delle variabili considerate per il settaggio del metodo.  Diluizioni 
sieri e anticorpi secondari : A = 1:50; B= 1:100; C= 1:200; D= 1:4000 
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 TEST2 TEST3 TEST 4 TEST5 
CAMPIONE ND D 
IgG 
(15min) 
IgM 
(25min) 
ND-IgG 
(15min) 
Dil1:50 Block2 
DIL1:100 
Block2 
DIL 1:50 
Block3 
SIERO MP 0.325 0.674 0.584 0.914 1.301 1.008 0.593 0.914 
434 0.307 0.412 0.450 0.159 0.856    
435 0.130 0.311 0.185 0.222     
100 0.175 0.320 0.147 0.287     
101 0.158 0.476 0.142 0.266 0.320 0.151 0.151 0.215 
124 0.174 0.326 0.123 0.293 0.177 0.166 0.155 0.247 
127 0.407 0.184 0.128 0.234 0.195 0.130 0.126 0.184 
97      0.147 0.185 0.164 
P1   0.182 0.292     
S23   0.227 0.443     
S17   0.171 0.478     
P3   0.169 0.384     
S22   0.176 0.232     
S20   0.213 0.226     
S19   0.137 0.179 0.309    
S31   0.142 0.275     
L4   0.22 0.351     
M1   0.152 0.292     
SUINO N.6   0.334 0.369 1.413    
SUINO N.2   0.281 0.393 1.140    
SUINO N.8   0.442 0.367 1.730 1.298 0.892 1.594 
SUINO N.10   0.292 0.491  1.029 0.799 1.292 
SCROFA 2994   0.223 0.568     
SCROFA 2995   0.145 0.471     
 MEDIA + 0.234 0.429 0.576 0.369 1.314 1.112 0.762 1.267 
MEDIA - 0.166 0.401 0.183 0.243 0.240 0.149 0.155 0.203 
DS NEG 0.011 0.106 0.021 0.049 0.066 0.016 0.043 0.039 
CUT 
OFF 
IC 95% 0.188 0.609       
IC99%   0.240 0.370 0.411 0.190 0.265 0.304 
 
Tabella 6.6: Valori OD e parametri per l’interpretazione dei risultati ottenuti nei vari 
test sperimentali; nel test 5 è stata inserita la media OD dei sieri testati in duplicato. 
ND: proteina purificata in condizioni native; D: proteina purificata in condizioni 
denaturanti; IC: Intervallo di Confidenza. i campioni identificati come positivi e 
negativi con kit Diapro sono evidenziati in verde e in rosso. 
 
In tabella 6.6 non sono riportati i dati relativi al TEST1 effettuato per la 
selezione dell’anticorpo secondario. La suddetta prova ha dimostrato la 
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scarsa reattività delle condizioni che impiegavano la Proteina A e la 
Proteina G come substrato secondario e ha portato alla selezione dell’Anti 
pig come anticorpo secondario efficiente per il test.  Al fine di valutare 
contemporaneamente la reattività IgM e IgG (Test 3) nei confronti della 
proteina ND purificata, è stato inserito un numero maggiore di sieri di 
suino anch’essi valutati nello studio precedente (kit HEV Dia.Pro) e 
identificati come positivi e negativi. In aggiunta ulteriori sieri negativi sono 
stati utilizzati per migliorare la soglia di cut off e quindi l’efficienza del test 
nell’attribuzione della positività.   
 
6.4 PROVA FINALE ELISA SPERIMENTALE 
Per l’esecuzione del test sono state utilizzate piastre multi pozzetto e 
l'unica variabile infine considerata è stata la diluizione dei sieri 1:50 o 
1:100 in due diversi tamponi saturanti (Blocking Buffer 2 e Blocking Buffer 
3). Dalle indicazioni delle prove effettuate (test1, test2, test3, test4) per il 
coating sono stati dispensati 0,25 µg/ml di proteina in 100 µl, purificata in 
condizioni native nel Buffer carbonato-bicarbonato e le piastre sono state 
mantenute in incubazione per 24h a temperatura ambiente (25°C) per 
permettere un adsorbimento uniforme dell’antigene. A termine del 
periodo e dopo una serie di  tre lavaggi successivi con il Buffer di lavaggio 
(PBS, Tween 0,05%) ognuno da 300 µl è stata aggiunta la soluzione 
saturante (PBS, 5% skimmed milk, Tween 0,05%) lasciata a incubare per 1h 
a 37°C. A questo punto, eseguiti tre lavaggi con il Buffer di lavaggio i 
campioni di siero di suino da analizzare sono stati diluiti 1:50 o 1:100 in 
Blocking Buffer 2 o Blocking Buffer 3 e dispensati in duplicato. Le piastre 
sono state poi mantenute in incubazione per 1h a 37°C. Dopo una serie di 
3 lavaggi con il Buffer di lavaggio sono state preparate diluizioni 1:200 di 
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anticorpo secondario (anti-pig HRP) nel Blocking Buffer 2 o Blocking 
Buffer 3, dispensate nei pozzetti e mantenute in incubazione per 1h a 
37°C. 
Lo sviluppo della reazione è stato ottenuto con 100 μl di ABTS addizionato 
allo 0,03% con perossido di idrogeno. E’ stata effettuata un’incubazione 
controllata in assenza di luce e  la densità ottica è stata rilevata attraverso 
la misurazione spettrofotometrica a 405 nm con intervalli di 5 minuti  fino 
a 30 minuti dallo sviluppo. Il miglior risultato si è dimostrato con la 
diluizione dei sieri 1:50 in Blocking buffer 3 dove è stata osservata la 
miglior distanza tra i valori di OD dei campioni negativi e positivi e il minor 
background per i campioni bianchi. Per l’interpretazione del test sono stati 
comparati due criteri di calcolo della soglia cut off  attraverso il calcolo del 
limite inferiore con il 99% di intervallo di confidenza e la formula 
sperimentale riportata in materiali e metodi (Figura 6.3 e Tabella 6.7). 
 
 
Figura 6.3: rappresentazione grafica della soglia di cut-off calcolata applicando la 
formula del limite inferiore con un intervallo di confidenza del 99%.  
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SIERO 
Dil 1:50 Block2 Dil 1:100 Block 2 Dil 1:50 Block3 
OD PP OD PP OD PP 
SIERO MP 1.008 89.27 0.593 79.32 0.914 66.89 
101 0.151 0.22 0.151 -0.58 0.215 1.20 
124 0.166 1.83 0.155 0.16 0.247 4.16 
127 0.130 -1.91 0.126 -4.61 0.184 -1.72 
97 0.147 -0.14 0.185 5.02 0.164 -3.64 
SUINO N.8 1.298 119.33 0.892 121.50 1.594 130.75 
SUINO N.10 1.029 91.40 0.789 106.18 1.292 102.37 
 
Tabella 6.7: risultati alle percentuali di positività relative alle tre prove di diluizione 
effettuate nel TEST 5; i sieri positivi sono evidenziati in verde, quelli negativi in rosso.  
 
Dalle prove effettuate è stato quindi possibile identificare un protocollo 
finale di seguito schematizzato. 
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TEST ELISA FINALE HEV PROTEINA ORF-2 
 
1. Coating antigenico:   0,25µg/ml,  100µl pozzetto; incubazione over 
night a  temperatura ambiente (25°C) 
2. Ciclo di 4 lavaggi  con Buffer di lavaggio  (300μl per pozzetto) ad 
intervalli di  3 minuti tra un lavaggio e l'altro; 
3. Dispensazione dei sieri in test: diluizione 1:50 in Blocking buffer 3 
(100 μl per pozzetto)  
4. Incubazione 1h a 37°C 
5. Ripetizione del ciclo di lavaggi di cui al punto 2; 
6. Dispensazione anticorpo secondario: Anti-suino IgG HRP coniugato 
diluito 1:200 in Blocking Buffer 3 (100 μl per pozzetto)  
7. Incubazione 1 h a 37°C 
8. Ripetizione ciclo di lavaggi di cui al punto 2  
9. Sviluppo:  100 μl di ABTS + H202 30% (diluizione 1:1000) in ciascun 
pozzetto 
10. Incubazione al buio per 5-20 minuti a temperatura ambiente 
11. Lettura OD: 405 nm. 
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CAPITOLO 7: DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
L'infezione da HEV è una frequente causa di epatiti sporadiche in paesi 
emergenti dove si sono riscontrate vere e proprie epidemie in seguito a 
contaminazione di acque con materiale fecale infetto (Emerson & Purcell, 
2003; Guthmann et al., 2006; Panda et al., 2007; Purcell & Emerson 2008; 
Aggarwal 2011).  Nei paesi sviluppati l'infezione è presente in persone che 
hanno effettuato viaggi in zone endemiche ma in periodi recenti il numero 
di casi autoctoni è sensibilmente aumentato (Fauquet et al., 2007; Lewis et 
al., 2010; Slot et al., 2013; Hogema et al., 2014; Dalton et al., 2014).                                                                                                                           
Tecniche molecolari altamente sensibili per l'identificazione del genoma 
virale hanno contribuito ad aumentare il tasso di rilevamento di HEV in 
suini, ma la scarsa resistenza del virus nelle feci rappresenta un limite 
importante per rilevarne la presenza. La diagnosi sierologica per mezzo di 
test immunologici può rappresentare quindi un valido metodo di screening 
perché gli anticorpi specifici anti-HEV rimangono rilevabili molto più a 
lungo rispetto all’RNA virale.   
 La valutazione della presenza di anticorpi specifici anti-HEV viene di solito 
eseguita utilizzando kit commerciali che impiegano la proteina capsidica 
ORF-2 di HEV umano come antigene. Nonostante le possibili cross-reazioni 
tra i vari genotipi in virtù delle differenze minime riscontrate tra proteine 
ORF2 di origine umana e suina (Arankalle, 2007), è stato evidenziato il 
raggiungimento di una maggiore specificità e sensibilità attraverso l’utilizzo 
di un antigene specie specifico (de Oya et al., 2009). 
Recenti studi  hanno  dimostrato che l’impiego di un antigene specifico di 
genotipo 3 di derivazione suina consente un incremento della sensibilità 
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del test (Peralta et al., 2009; Rose et al., 2010, Ponterio et al., 2014). 
Pertanto, nel presente studio, un frammento ricombinante della 
glicoproteina capsidica ORF-2 di un ceppo italiano di HEV genotipo 3, 
isolata dal suino, è stato utilizzato come antigene per il riconoscimento di 
anticorpi anti-HEV in sieri raccolti da allevamenti industriali attraverso 
l’allestimento di un test ELISA indiretto. Tali sieri erano stati 
precedentemente individuati come positivi o negativi attraverso 
l’applicazione del kit HEV Dia.Pro. La proteina virale ottenuta tramite la 
tecnologia del baculovirus ricombinante è stata sottoposta a purificazione 
al fine di ottenere un antigene da applicare in un test ELISA indiretto. Dai 
dati ottenuti si evidenzia che la purificazione della proteina in condizioni 
non denaturanti risulta più efficiente. Tali condizioni hanno permesso di 
ottenere una miglior performance finale del test ELISA rispetto alle 
condizioni denaturanti. Una possibile spiegazione può essere data dal fatto 
che la presenza della coda di Istidina è maggiormente disponibile al 
legame con la resina di nichel impiegata nella colonnina di purificazione. 
Inoltre la maggior antigenicità in condizioni native può essere attribuita a 
una miglior esposizione dell'epitopo antigenico.  
Dal momento che nell’allestimento di un test ELISA indiretto il coating 
riveste un ruolo fondamentale sia per la reattività che per la riproducibilità 
dei risultati sono stati presi in considerazione diversi fattori in grado di 
modulare l’efficienza di legame dell’antigene sulla piastra ed in particolare 
il tempo e la temperatura di incubazione. Sono state effettuate prove di 
incubazione scegliendo tre diverse temperature facilmente riproducibili 
anche in assenza di particolari strumentazioni: 4°C (refrigerazione), 20-
25°C (temperatura ambiente standard) e 37°C. Dal momento che sia 
l’incubazione a temperatura ambiente che quella a 37°C hanno mostrato 
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una buona efficienza di adsorbimento per il protocollo finale è stata 
selezionata la modalità a 25°C  per semplificarne l’esecuzione. 
Un secondo aspetto da valutare nello sviluppo di un test ELISA per la 
diagnostica sierologica è rappresentato dalla specificità di reazione 
antigene-anticorpo. Fattori che possono interferire con la reazione sono 
dati sia dalla presenza di sostanze in grado destabilizzare il legame 
antigene-anticorpo sia alla co-presenza di immunoglobuline responsabili 
della comparsa di false positività e reazioni aspecifiche. Al fine di ridurre 
cross-reazioni sono state effettuate prove di diluizione in soluzioni 
contenenti reagenti saturanti a concentrazioni diverse (skimmed milk 5% e 
BSA 1%). I risultati migliori sono stati ottenuti utilizzando il Blocking Buffer 
3 contenente BSA alla diluizione 1:50. Per il riconoscimento del legame 
antigene-anticorpo in considerazione della anomala reattività della 
proteina A e della proteina G inizialmente considerate come possibili 
candidati la selezione è stata spostata su anticorpi specifici (Goat anti-pig). 
Al fine di ridurre il background di reazione nel protocollo definitivo 
l’anticorpo secondario è stato settato al maggior punto di diluizione 
(1:200). Sulla base delle positività riscontrate dall’applicazione del  kit HEV 
Dia.Pro su un pannello di sieri positivi o negativi, la soglia cut off è stata 
calcolata volta per volta portando in un primo momento l’intervallo di 
confidenza da due a tre deviazioni standard come riportato in numerosi 
lavori di diagnostica ELISA (Woo et al., 2001; Singh 2006; Nybo 2010; Ting 
et al., 2014); successivamente al fine di migliorare il potere discriminante 
del test è stata valutata la possibilità di utilizzare la percentuale di 
positività (PP) riportata da Tittarelli et al., 2011 come indice 
discriminatorio che considera per il calcolo del valore soglia sia la media 
OD dei controlli positivi sia la media OD dei controlli negativi.  
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Da quanto è emerso nei risultati sia il limite inferiore calcolato al 99% di 
confidenza sia l’indice PP consentono una discriminazione corretta dei 
campioni di controllo positivi e negativi.  
In conclusione l'impiego di una proteina ORF-2 derivata da un ceppo virale 
di origine suina recentemente circolante in Italia ha in effetti permesso di 
ottenere un antigene in grado di reagire efficacemente con i sieri che sono 
stati utilizzati nel nostro studio. In questo lavoro è stato sviluppato un 
protocollo per la purificazione della proteina ORF-2 HEV e per il suo utilizzo 
come antigene in  un test ELISA indiretto. 
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APPENDICE 
Reagenti utilizzati nel protocollo definitivo: 
• Buffer di Coating 50 mM (3,03 g Na2CO3 , 6 g NaHCO3  in 1 l di H2O, 
pH = 9,6); 
• Blocking Buffer 3 (PBS 1X, Tween 20 0,05%, bovine serum albumin 
1%(BSA ); 
• Buffer di lavaggio (PBS 1X, Tween 0,05%). 
 
TEST ELISA FINALE HEV PROTEINA ORF-2 
1. Coating antigenico:   0,25µg/ml,  100µl pozzetto; incubazione over 
night a  temperatura ambiente (25°C) 
2. Ciclo di 4 lavaggi  con Buffer di Lavaggio (300μl per pozzetto) ad 
intervalli di  3 minuti tra un lavaggio e l'altro; 
3. Dispensazione dei sieri in test: diluizione 1:50 in blocking buffer 3 
(100 μl per pozzetto)  
4. Incubazione 1h a 37°C 
5. Ripetizione del ciclo di lavaggi di cui al punto 2; 
6. Dispensazione anticorpo secondario: Anti-suino IgG HRP coniugato 
diluito 1:200 in Blocking Buffer 3 (100 μl per pozzetto)  
7. Incubazione 1 h a 37°C 
8. Ripetizione ciclo di lavaggi di cui al punto 2  
9. Sviluppo:  100 μl di ABTS + H202 30% (diluizione 1:1000) in ciascun 
pozzetto 
10. Incubazione al buio per 5-20 minuti a temperatura ambiente 
11. Lettura OD: 405 nm 
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Cut off (CO): 
• calcolo del limite inferiore con un intervallo di confidenza al 99% 
attraverso l’applicazione della seguente formula µODneg + 2,58 * 
dev. St (IC 99%); 
• calcolo della percentuale di positività (PP)  attraverso l’applicazione 
della formula proposta da Tittarelli et al., 2011 (OD campione in test 
- µODneg/ µODpos - µODneg ) * 100;  sono stati considerati positivi 
i campioni con reattività ≥ 50%, dubbi i campioni con reattività 
compresa tra 40% e 50% e negativi i campioni con valori ≤ 40%. 
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